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1.  INTRODUCCIÓN
En el inicio del siglo XXI, la contaminación microbiana de los alimentos
sigue constituyendo uno de los principales problemas asociados a su consumo.
Los alimentos pueden transmitir diversos microorganismos y metabolitos mi-
crobianos, algunos de ellos patógenos para el hombre. En ocasiones, estos mi-
croorganismos se encuentran en los alimentos como consecuencia de su presen-
cia en los tejidos de los animales vivos o de los vegetales antes de su recolección.
Sin embargo, con mayor frecuencia, los microorganismos llegan a los alimen-
tos durante su obtención o en las operaciones a que éstos se someten posterior-
mente (1, 2). La contaminación de los alimentos con microorganismos patóge-
nos tiene implicaciones graves desde un punto de vista de la salud pública. El
impacto económico asociado a la presentación de las enfermedades de transmi-
sión alimentaria de etiología microbiana, más conocidas como toxiinfecciones
alimentarias (TIA), es considerable con pérdidas millonarias para el sector pú-
blico y privado (destrucción de stocks, cierre de empresas, pérdidas de horas de
trabajo, hospitalización, medicamentos, investigación epidemiológica, indemni-
zaciones, etc.). Sólo en EE.UU., más de 76 millones de personas al año sufren
alguno de estos procesos. Aunque cualquier individuo es susceptible de padecer
una TIA, los principales grupos de riesgo son los niños, ancianos, mujeres ges-
tantes, los positivos al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), personas
sometidas a tratamientos de quimioterapia y, en general, individuos con proble-
mas de inmunidad. Asimismo, preocupa el hecho cada vez más constatado de
que del 1-5% de las personas que padecen cuadros de TIA sufren con posterio-
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ridad secuelas crónicas (3): enfermedades reumáticas, neuromusculares, síndro-
me urémico hemorrágico, hipertiroidismo severo, enfermedad inflamatoria in-
testinal, etc. El coste económico anual derivado de la presentación de estas en-
fermedades en Estados Unidos se sitúa entre los 10 y 83 billones de dólares (4).
Hace dos décadas, la lista de microorganismos causantes de TIA incluía un
número reducido de especies, entre las que se encontraban, por ejemplo, Salmo-
nella Typhy y Paratyphi, Shigella spp., Clostridium botulinum, Clostridium per-
fringens, Bacillus cereus y el virus de la Hepatitis A. Desde entonces, a la lis-
ta se han incorporado nuevos patógenos como Campylobacter spp., Salmonella
Enteritidis, Salmonella Typhimurium DT104, Listeria monocytogenes, las  cepas
verotoxigénicas de Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Vibrio vulnificus,
Vibrio parahaemolyticus O3:K6, astrovirus, rotavirus, norovirus, Cyclospora ca-
yetanensis, Cryptosporidium parvum y priones, entre otros (5). Con frecuencia,
los patógenos emergentes sobreviven a los sistemas de conservación y trata-
mientos culinarios tradicionales. Por ejemplo, aunque la refrigeración y la aci-
dificación pueden resultar muy útiles para el control de los patógenos clásicos,
resultan insuficientes para controlar a algunos emergentes. Por ello, es impor-
tante la implantación de sistemas barrera en los que la acción sinérgica de di-
versos factores subletales (tratamiento térmico, temperatura de almacenamien-
to, atmósferas modificadas, aditivos, bacteriocinas, etc.) permita la obtención de
alimentos seguros. Otro hecho a tener presente es la marcada tendencia de es-
tos microorganismos a formar biopelículas. Los microorganismos se adhieren a
las superficies mediante la síntesis de polisacáridos extracelulares y son nume-
rosas las experiencias que ponen de manifiesto la gran protección que encuen-
tran los microorganismos en las biopelículas frente al uso de desinfectantes como
el cloro y otros antimicrobianos (6).
Además del control en los alimentos de la presencia de microorganismos
patógenos, la comercialización de alimentos exentos de alteraciones constituye
también una de las principales preocupaciones de las industrias alimentarias. Se
considera que la principal causa de alteración de los alimentos se debe a la pro-
liferación en ellos de bacterias, levaduras y mohos. La alteración generalmente
se manifiesta por la aparición de olores y sabores anómalos, defectos en el co-
lor, apariencia y textura, y otras características que hacen que el alimento sea
inaceptable para su consumo. Aunque no se dispone de datos precisos, se esti-
ma que más del 25% de todos los alimentos producidos en el mundo se pierden
debido a la acción alterativa de los microorganismos. Este hecho conlleva gra-
ves implicaciones económicas para el sector, ya que las mermas que ocasiona
el deterioro de materias primas y productos elaborados obliga a decomisar y, en
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ocasiones, a retirar del mercado grandes partidas de productos. Las industrias
que se ven mayoritariamente afectadas por problemas de alteración son las que
producen y comercializan alimentos altamente perecederos como la carne y pes-
cados frescos, la leche pasteurizada o los vegetales crudos. Debido a su com-
posición y características físico-químicas, estos alimentos son muy susceptibles
al ataque microbiano y requieren de unas condiciones especiales de manteni-
miento. La refrigeración, sola o combinada con diferentes estrategias de conser-
vación y envasado, es sin duda el método más generalizado para retrasar los
cambios alterativos y mantener la calidad y seguridad de estos productos. Por
estos motivos, las industrias alimentarias son cada vez más conscientes de la
importancia que tiene el correcto seguimiento de unas buenas prácticas higiéni-
cas en el marco de la implantación del sistema de Análisis de Peligros y Pun-
tos de Control Crítico (APPCC). El Sistema APPCC es la herramienta de segu-
ridad alimentaria más extendida y reconocida a escala internacional. El
Reglamento Comunitario 852/2004 de 29 de abril de 2004 (DOUE de 25 de ju-
nio de 2004) (7) sobre higiene de los productos alimenticios contempla, en su
artículo 5, la obligatoriedad para los operadores de las empresas alimentarias de
aplicar y mantener un sistema de autocontrol basado en los principios del
APPCC. La finalidad de este sistema es identificar, evaluar y controlar los pe-
ligros relevantes que puedan aparecer durante la obtención, preparación, trans-
formación, elaboración, manipulación y puesta a la venta o suministro al con-
sumidor final de los productos alimenticios. En las industrias alimentarias, la
implantación de sistemas de aseguramiento de la calidad basados en el APPCC,
requieren del análisis de un gran número de muestras y de la obtención rápida
de resultados que permitan aplicar acciones correctoras rápidas en la cadena de
fabricación. Por ello, el sector productivo, transformador, comercial y la propia
Administración deben disponer de métodos rápidos que permitan garantizar la
seguridad microbiológica de los alimentos que se comercializan (8).
Los primeros métodos rápidos de análisis microbiológico comenzaron a ser
utilizados por microbiólogos clínicos en la década de 1960, continuando su de-
sarrollo en décadas sucesivas hasta llegar al momento actual. Su aplicación al
análisis de los alimentos comenzó unos 10 años después de que lo hiciera en el
ámbito clínico y aunque su expansión inicialmente fue más lenta, en la última
década los desarrollos han sido espectaculares. Cronológicamente, a la etapa
comprendida entre 1965 y 1975 correspondió el desarrollo de los sistemas de
miniaturización de las técnicas microbiológicas convencionales y la aparición
de los primeros kits diagnósticos. De 1975 a 1985, las técnicas inmunológicas
se desarrollaron rápidamente y en el periodo que abarca de 1985 a 1995 irrum-
pieron las técnicas genéticas y en especial la reacción en cadena de la polime-
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rasa (PCR), cuya aplicación marcó un punto de inflexión importante en el aná-
lisis microbiológico, tanto de muestras clínicas como de alimentos. A las últi-
mas décadas corresponden los desarrollos en biosensores, microarrays, etc. Este
último tipo de técnicas surgieron en respuesta a las necesidades que generaron
en su momento el proyecto del genoma humano y el desarrollo de la proteómi-
ca y de otros campos relacionados (9).
Un interesante estudio de mercado realizado en el año 2003 por la empre-
sa Strategic Consulting Inc’s, (10), muestra la importancia del análisis micro-
biológico en el sector alimentario mundial. Según los datos publicados, del to-
tal de ensayos microbiológicos realizados en el mundo en el año 2003 (1136,5
millones de análisis), 558,1 millones correspondieron a la industria alimenta-
ria, seguida de la industria farmacéutica (206,9 millones), cosmética (194,3 mi-
llones), bebidas (102,4 millones), medio ambiente (44,8 millones) y otros sec-
tores industriales (30 millones). Con relación a la industria alimentaria, en este
estudio se incluyen datos interesantes como los referidos a que el 20% de los
análisis microbiológicos realizados se centraron principalmente en un reduci-
do número de patógenos como Escherichia coli O157:H7, Salmonella y Liste-
ria. El 80% de los análisis restantes hicieron referencia a los recuentos de ae-
robios, coliformes, enterobacterias, mohos y levaduras. A nivel mundial, el
porcentaje de ensayos realizados en Europa, América del Norte y el resto del
mundo se distribuía equitativamente con un 33% para cada una de las tres áre-
as consideradas. No obstante, se estima que en un futuro próximo el porcenta-
je de ensayos realizados en zonas diferentes de Europa y América del Norte
podría incrementarse hasta un 50% debido a la mayor concienciación que los
países en vías de desarrollo están adquiriendo sobre la importancia del control
microbiológico de materias primas y productos procesados en el ámbito de la
seguridad alimentaria.
Los principales requisitos que deben cumplir los métodos rápidos y auto-
matizados de análisis microbiológico de los alimentos, pueden resumirse en los
siguientes puntos:
• Exactitud en la obtención de resultados de acuerdo a los requerimientos
establecidos: sensibilidad, límites de detección mínimos, especificidad del
sistema de análisis, versatilidad, aplicación potencial y comparación con
métodos de referencia.
• Rapidez: tiempo mínimo requerido para la obtención de resultados, nú-
mero de muestras procesadas en cada ensayo, por hora y por día.
• Coste mínimo: inicial, por análisis, reactivos, trabajo.
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• Aceptabilidad: por parte de la comunidad científica y de las agencias re-
guladoras de los sistemas analíticos.
• Sencillez de manejo: preparación de la muestra, funcionamiento del equi-
po analítico y procesamiento informático de los datos.
• Cualificación y formación del personal adecuada para la técnica a realizar.
• Reactivos: facilidad de preparación, estabilidad, disponibilidad.
• Fiabilidad del método: avalada por la compañía u organismo responsable
de la técnica analítica.
• Soporte técnico adecuado: rapidez, disponibilidad y coste.
• Mínimo espacio útil requerido.
Conviene considerar que, en la mayoría de los casos, el empleo de méto-
dos rápidos de análisis microbiológico de los alimentos no excluye la etapa pre-
via de enriquecimiento del microorganismo diana resultando, en ocasiones, tam-
bién necesario que los resultados positivos obtenidos con métodos rápidos no
validados sean confirmados con los métodos de referencia establecidos. Asimis-
mo, es de suma importancia al igual que acontece en el caso de los métodos mi-
crobiológicos tradicionales, la realización de una adecuada toma y preparación
de las muestras que se pretendan analizar. Con relación a este último aspecto,
destacan los siguientes avances realizados en la última década (9):
• Para muestras sólidas se han desarrollado instrumentos gravimétricos que
realizan automáticamente las diluciones programadas de las muestras de
alimentos que se quieran analizar. Algunos ejemplos de equipos comer-
cializados son el Gravimetric Diluter de Spiral Biotech, Bethesda, Md.,
USA y el Dilumacher de PBI, Milán, Italy. También se han diseñado ho-
mogeneizadores que funcionan mediante ondas de choque y una intensa
agitación que permite una mejor transferencia de los microorganismos del
alimento al diluyente, produciendo una mínima destrucción de la mues-
tra (Pulsifier de Microgen Bioproducts Ltd, Surrey, UK).
• Para muestras líquidas se han desarrollado equipos que permiten realizar
de forma automatizada diluciones seriadas de una muestra problema. El
sistema Rapid Plate 96 Pipettting Workstation de Zymark Corpo., Hop-
kinton, Mass, USA, es ampliamente utilizado en muchos laboratorios de
análisis microbiológico de los alimentos.
• Para muestras de superficie se han fabricado esponjas prehidratadas dise-
ñadas para obtener muestras de lugares de difícil acceso. SpongeSicle y
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Extend-A-Sicle, de Biotrace Internacional, WA, USA, son algunos ejem-
plos. Otro sistema que ha tenido una amplia aceptación es el conocido
como método manos libres “Hands-free, pop-up adhesive method” desa-
rrollado por Fung y col., (11) para la obtención de muestras de la super-
ficie de canales mediante el empleo de una cinta adhesiva.
• Para muestras de aire encontramos instrumentos portátiles que aspiran un
volumen determinado de aire y recogen los microorganismos en la super-
ficie del agar de placas de contacto, permitiendo de este modo estimar su
calidad microbiológica. Algunos ejemplos de equipos comercializados son
el SAS sampler de PBI y el MAS 100 Air Sampler de EM Science, Darms-
tadt, Germany.
En este capítulo se revisan los principales avances realizados en el desarrollo
de métodos rápidos y automatizados aplicados al análisis microbiológico de los ali-
mentos. Estas aplicaciones se han dividido en seis grupos que incluyen: recuento
de células viables, sistemas miniaturizados y kits de diagnóstico, medición de la
biomasa microbiana, técnicas inmunológicas y genéticas y otros avances.
2.  AVANCES EN LOS RECUENTOS DE CÉLULAS VIABLES
El recuento de células viables de alimentos, superficies y del aire de las in-
dustrias alimentarias, es un parámetro importante en el control de calidad de los
alimentos. Tradicionalmente, el método estándar de recuento en placa ha sido am-
pliamente utilizado en los últimos 100 años en microbiología de los alimentos.
Sin embargo, aunque sencillo, resulta laborioso, requiere de un volumen conside-
rable de tubos de ensayo, pipetas, preparación de grandes volúmenes de medio
para las diluciones, así como de espacio para el almacenamiento y la incubación
de las placas de cultivo. Como consecuencia de estas limitaciones, en los últimos
20 años se han registrado distintos avances entre los que se incluyen los sistemas
de siembra en espiral, Isogrid, Petrifilm, Redigel, automatización del método del
Número Más Probable (NMP), etc., que permiten simplificar el proceso (9).
2.1.  Sistema de siembra en espiral (Spiral Plating Method, Spiral
Biotech, Bethesda, Md., USA)
Permite de forma rápida obtener el recuento de células viables mediante el uso
de una aguja de siembra que distribuye en forma de espiral una muestra líquida en
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la superficie de una placa con agar (los medios de cultivo utilizados pueden ser o
no selectivos). Esta espiral de “Arquímedes” produce un gradiente de concentra-
ción que va decreciendo desde el centro hasta la periferia de la placa a medida que
rota sobre sí misma. El volumen de muestra que se deposita en cada zona de la
placa es conocido y el tiempo requerido en realizar esta operación es de segundos,
lo que contrasta con el elevado tiempo empleado en un sistema de siembra ma-
nual. Una vez que se ha depositado la muestra, la placa se incuba a la temperatu-
ra adecuada para permitir el crecimiento de los microorganismos diana. El recuen-
to puede realizarse manualmente o mediante un sistema automatizado (contador
láser). Entre las ventajas de esta técnica, destacan los costes relativamente bajos
del material requerido, sencillez en su realización, ahorro de tiempo, así como mi-
nimización de errores debido a la automatización del método de recuento. El prin-
cipal inconveniente descrito está relacionado con la posible obstrucción de la agu-
ja de siembra con partículas pertenecientes a la matriz del alimento. En la actualidad
se comercializan nuevas versiones del equipo original como el Autoplater (Spiral
Biotech) y el Whitley Automatic Spiral Plate (Microbiology Internacional, Rock-
ville, Md., USA) que realizan de forma automatizada todas las operaciones.
2.2.  Sistema Iso-Grid (QA laboratories Ltd., San Diego, Calif., USA)
Está aceptado por la AOAC International para la enumeración de bacterias,
mohos y levaduras en muchos tipos de alimentos. Este sistema emplea un filtro de
membrana (0,45 μm de tamaño de poro) que lleva impreso una rejilla de caracte-
rísticas hidrofóbicas que delimita 1.600 cuadrados. Las líneas hidrofóbicas de la
rejilla actúan como barreras que impiden la extensión de las colonias. El método
requiere la utilización de unidades de filtración que se colocan en un soporte y se
conectan a un sistema de vacío. En primer lugar se realiza una filtración de la mues-
tra a través de la unidad de filtrado (5 μm de tamaño de poro), mediante la apli-
cación de vacío, con el fin de eliminar partículas del alimento. La muestra prefil-
trada pasa al filtro con rejilla hidrofóbica, y tras aplicar nuevamente vacío, éste se
coloca sobre el medio de cultivo seleccionado. Finalizada la incubación, el analis-
ta puede considerar el cuadrado que presenta crecimiento como una única colonia
y así proceder a contar el número total de positivos en los 1.600 compartimentos.
2.3.  Sistema Petrifilm (3M Co., St. Paul, Minn., USA)
Es un ingenioso desarrollo que utiliza medios de cultivo deshidratados so-
bre películas plásticas de tamaño y grosor similar al de una tarjeta de crédito
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existiendo equipos para la lectura automatizada de los resultados (Lector de pla-
cas 3M Petrifilm, 3M). El medio deshidratado contiene además de los compues-
tos selectivos para adaptar su uso a propósitos concretos, un componente que
permite la gelificación en frío y colorantes para la tinción de las colonias desa-
rrolladas, facilitando su identificación y recuento. El medio deshidratado puede
incluir sustratos para detectar microorganismos que presenten una actividad en-
zimática concreta. El medio se rehidrata al añadir la dilución de la muestra a
analizar. Esta técnica requiere de la adaptación de la composición del medio y
condiciones de trabajo al alimento del que se parta, así como al tipo de micro-
organismos que se pretendan aislar. La principal ventaja del método Petrifilm
consiste en que no requiere preparación previa de los medios de cultivo, lo que
reduce costes y tiempo de preparación.
2.4.  Sistema Redigel (3M Co., St. Paul, Minn., USA)
Consiste en una serie de tubos que contienen un medio nutritivo líquido es-
téril y un gel de pectina. Debido a que el medio no contiene agar, no se nece-
sita la aplicación de calor para fundirlo y conseguir su transformación a medio
sólido. Para prepararlo, solo se requiere mezclar 1 ml de la muestra a analizar
con el medio nutritivo presente en el tubo. El contenido resultante se dispensa
en unas placas de Petri recubiertas con calcio. La pectina del medio nutritivo
procedente del tubo reacciona con el calcio de la placa y se produce la gelifi-
cación en frío. La placa se incuba convenientemente y el recuento de colonias
se realiza de forma análoga al método de recuento estándar en placa.
2.5.  Sistema SimPlate (BioControl, Bellevue, Wash., USA)
Se basa en el empleo de una placa de plástico circular con 84 pocillos. Para
el análisis de muestras con recuentos elevados, se emplean placas de 198 poci-
llos. La siembra se realiza en el centro de un reservorio en el que se dispensa
1 ml de la muestra de alimento convenientemente diluida y 10 ml del medio lí-
quido rehidratado proporcionado por el fabricante. La mezcla (alimento/medio)
se distribuye homogéneamente en los pocillos mediante movimientos circulares
de la placa. Después de 24 horas de incubación a 35 ºC, la placa se sitúa bajo
una fuente de luz ultravioleta. Los pocillos que presentan fluorescencia se con-
sideran positivos. El número de pocillos positivos se convierte en valores del
NMP gracias a la utilización de tablas de conversión.
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Aunque la mayoría de los métodos de recuento mencionados están diseña-
dos para la enumeración de microorganismos aerobios, el Dr. Fung, en los años
80 desarrolló un método ingenioso y sencillo para el recuento de microorganis-
mos anaerobios, conocido como “doble tubo de Fung”, que permite lograr ins-
tantáneamente condiciones de anaerobiosis en el medio de cultivo y que no re-
quiere sistemas generadores de hidrógeno ni jarras de anaerobiosis (12).
2.6.  Sistemas de recuento en tiempo real
Los sistemas previamente descritos facilitan la realización del recuento mi-
crobiano y disminuyen el tiempo necesario para la obtención de resultados. Sin
embargo, necesitan un tiempo de incubación variable para que los microorga-
nismos crezcan y pueda realizarse el recuento. En la actualidad, se han desarro-
llado métodos para la realización de recuentos microbianos prácticamente en
tiempo real basados principalmente en la citometría de flujo o en el empleo de
colorantes fluorescentes que permiten distinguir células vivas de muertas me-
diante un microscopio (13).
2.6.1.  Citometría de flujo
La citometría de flujo es una técnica óptica rápida y sensible que permite
detectar células individuales en matrices complejas así como medir distintas
características fisiológicas de las mismas. En este método, las células se hacen
pasar una a una por un citómetro y sobre ellas se hace incidir un haz de luz lá-
ser. Cuando esto ocurre, la luz se dispersa y también es absorbida por los mi-
croorganismos. El grado y la naturaleza de la dispersión del haz de luz, origi-
nada por propiedades intrínsecas de las células, puede registrarse y analizarse
con un sistema de lentes y células fotoeléctricas. De este modo, se realiza una
estimación del número, tamaño y forma de los microorganismos. También se
pueden detectar específicamente grupos microbianos concretos (14, 15). Para
ello, la citometría de flujo se puede combinar con la utilización de anticuerpos
específicos marcados con fluorescencia o con sondas específicas de oligonu-
cleótidos (16).
Entre las ventajas de la citometría de flujo se pueden citar su rapidez, ya
que pueden realizarse mediciones de millones de células por minuto, evita la
necesidad de recurrir a etapas de enriquecimiento y/o cultivo de las muestras y
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puede emplearse con fines tanto cualitativos como cuantitativos. Debido a su
gran sensibilidad, la citometría de flujo resulta muy útil en la detección de con-
centraciones bajas de microorganismos específicos en fluidos. Las principales
limitaciones de este método están relacionadas con el elevado coste de los equi-
pos, la ausencia de conocimiento del marcaje específico de las distintas células
microbianas y la dificultad en el procesado de los datos obtenidos. Por último,
la adecuada preparación de las muestras a analizar constituye un paso funda-
mental para la obtención de datos fiables debido a que la similitud morfológi-
ca entre ciertas células y partículas del alimento puede dificultar la interpreta-
ción de los resultados. Actualmente, un citómetro de flujo permite realizar
numerosas mediciones cuantitativas con una elevada sensibilidad sobre células
individuales dentro de poblaciones complejas. Los modernos equipos comercia-
les que pueden encontrarse en hospitales y laboratorios especializados realizan
mediciones rutinarias de fluorescencia a distintas longitudes de onda sobre mi-
les de células por segundo (9).
2.6.2.  Epifluorescencia directa sobre filtro
Esta técnica se basa en la filtración de la muestra a través de una mem-
brana de policarbonato donde quedan retenidos los microorganismos (la mues-
tra previamente se trata con detergentes y enzimas proteolíticas con el fin de
evitar la saturación del filtro con partículas del alimento). Posteriormente, la
membrana se tiñe con naranja de acridina, que es un fluorocromo nucleofíli-
co que origina distintos patrones de fluorescencia en el ADN y el ARN de-
pendiendo de la fase de crecimiento celular. Los filtros teñidos se observan en
un microscopio de fluorescencia y los recuentos de microorganismos se ob-
tienen mediante el contaje de las partículas fluorescentes en un número deter-
minado de campos de fluorescencia. Las células viables emiten una fluores-
cencia que va del naranja al rojo y las células muertas emiten fluorescencia
verde (17-19). Las preparaciones, una vez teñidas, se mantienen estables du-
rante aproximadamente un mes permitiendo su análisis en instalaciones mejor
equipadas, si fuese necesario. Actualmente, existen sistemas automatizados de
filtrado, tinción y recuento automáticos que facilitan la labor de los analistas.
Además, la introducción de analizadores de imágenes permite el análisis de
un mayor número de muestras (9). El equipo automatizado Cobra 2024 Auto-
mated Aystem (Biocom, Paris, France) emplea aproximadamente una hora en
analizar 150 muestras. A pesar de su rapidez, su límite de detección oscila en-
tre 2 x 104 y 1 x 106 células/ml.
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3.  AVANCES EN SISTEMAS MINIATURIZADOS 
Y KITS DE DIAGNÓSTICO
Los sistemas miniaturizados surgen a partir del concepto de placa microti-
tuladora (96 pocillos, formato 8x12), que permite reducir el volumen de reacti-
vos y medio a emplear en los ensayos. Asimismo, es posible estudiar en un for-
mato manejable el efecto de un compuesto sobre un gran número de aislados,
o el de una serie de compuestos sobre un aislado determinado. Esta línea de in-
vestigación ha permitido desarrollar algunos de los medios de cultivo selectivos
que se encuentran en el mercado actualmente (9). Entre los sistemas miniaturi-
zados de identificación microbiana disponibles en la actualidad, basados en el
metabolismo de sustratos específicos por parte de los microorganismos y su de-
tección mediante diversos sistemas indicadores, destacan los siguientes: tarjetas
desechables para la identificación sencilla de colonias sospechosas mediante
pruebas bioquímicas rápidas como el OBIS (Oxoid Biochemical Identification
System, Cambridge, UK); galerías que permiten la identificación de más de 800
especies de bacterias y levaduras como el sistema API (BioMérieux Hazel wood,
Mo, USA); tubos de plástico con compartimentos que contienen agar con dis-
tintos sustratos y con una aguja en su interior que posibilita la inoculación del
tubo de forma rápida y sencilla a partir de una única colonia como el BBL En-
terotube y Oxi/Ferm Tube (BD Becton, Dickinson and Company, NY., USA); y
soportes plásticos con pocillos de fácil inoculación que contienen sustratos cro-
mogénicos y/o fluorogénicos en estado deshidratado que se rehidratan en con-
tacto con la muestra (BBL Crystal, BD Becton, Dickinson and Company, USA;
RapID systems y MicroID, Remel KS, USA; Biochemical ID systems, Microgen
Bioproducts, Surrey, UK).
Uno de los sistemas miniaturizados y automatizados más conocidos es el
sistema VITEK (BioMérieux Hazelwood, Mo, USA) que, basándose en cambios
de color de los sustratos o en la producción de gas de los cultivos inoculados
en los pocillos de una tarjeta plástica que contiene los sustratos bioquímicos en
forma deshidratada, puede identificar Escherichia coli en 2-4 h. Una rapidez si-
milar en la obtención de resultados puede obtenerse con el sistema Biolog (AES
Chemunex, Rennes, France) que detecta la capacidad de los microorganismos
para oxidar 95 fuentes de carbono. Los patrones metabólicos posibles permiten,
además de la identificación, el establecimiento de relaciones filogenéticas entre
distintos aislados. El empleo de un único cromógeno como indicador rédox, el
violeta de tetrazolio, que se reduce de forma irreversible a formazán (color viole -
ta) como consecuencia de la actividad metabólica bacteriana, facilita la lectura
visual de los resultados. En cualquier caso, la mayoría de los sistemas citados
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en esta sección ofrecen la posibilidad de lectura e interpretación de resultados
de manera automatizada.
Para la automatización del método del Número Más Probable (NMP) se han
desarrollado tarjetas de material plástico que contienen 3 grupos de 16 pocillos,
con un logaritmo de diferencia en volumen para cada grupo de pocillos, y me-
dios de cultivo con indicadores fluorescentes (Tempo, BioMérieux, Hazelwood,
Mo, USA). Este sistema disminuye considerablemente la necesidad de reacti-
vos, espacio y tiempo con respecto al método del NMP convencional.
4.  AVANCES EN LOS EQUIPOS DE MEDIDA DE LA BIOMASA
MICROBIANA
En las últimas décadas también se han desarrollado métodos para estimar
de manera indirecta el número de microorganismos presentes en los alimentos.
El desarrollo de dichos métodos está íntimamente ligado al de la instrumenta-
ción necesaria para detectar las señales relacionadas con el crecimiento micro-
biano. El principio en el que se basan estos sistemas consiste en que dichas se-
ñales (niveles de ATP, enzimas específicas, pH, impedancia, etc.) se modifican
con el crecimiento microbiano. Conviene destacar que para que las mediciones
sean significativas es necesario establecer la correlación entre estos parámetros
y el recuento estándar de células viables.
4.1.  Bioluminiscencia o medida del ATP
Todas las células vivas contienen ATP, que se degrada muy rápidamente me-
diante autolisis al morir las células. En presencia de la enzima luciferasa y el
sustrato luciferina (procedentes de la luciérnaga), oxígeno y magnesio, el ATP
facilita el paso de la luciferina a oxiluciferina, generándose luz (bioluminiscen-
cia) que puede ser detectada mediante un luminómetro (13). La cantidad de luz
emitida en esta reacción es directamente proporcional a la cantidad de ATP pre-
sente en la muestra, es decir, al número de células vivas, y puede ser utilizada
para estimar la biomasa celular de una muestra (la cantidad de ATP de una uni-
dad formadora de colonia oscila entre 0,22 y 1,03 fentogramos). Algunos equi-
pos pueden detectar entre 100 y 1000 fentogramos. En un principio esta meto-
dología se utilizó para estimar el número de células viables de una muestra. Sin
embargo, los resultados no fueron satisfactorios porque distintos microorganis-
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mos poseen diferentes concentraciones de ATP por célula (las levaduras pueden
tener 100 veces más de ATP que las bacterias); incluso para un mismo micro-
organismo la cantidad de ATP por célula depende de su fase de crecimiento, y
el ATP residual del alimento puede interferir en los resultados. Actualmente, es-
tos problemas se han intentado paliar separando los microorganismos del ali-
mento empleando métodos físicos como la filtración y extrayendo y destruyen-
do selectivamente el ATP no microbiano mediante la adición de surfactantes y
enzimas.
En los últimos años, el mayor campo de aplicación de esa tecnología en la
industria alimentaria está relacionado con la monitorización de la higiene de su-
perficies (20). En este ámbito, la presencia de altos niveles de ATP de cualquier
origen (microbiano o no) es indicativa de una limpieza deficiente. En la actua-
lidad, existen numerosos sistemas que utilizan dispositivos del tipo escobillón
o hisopo para la toma de muestras y luminómetros portátiles, sensibles y fáci-
les de utilizar que ofrecen lecturas rápidas (en menos de 1 min) del nivel de
ATP. Algunos ejemplos de equipos comerciales son: Lumac (Landgraaf, Nether-
land), BioTrace (Plainsboro, N.J., USA), Lightning (BioControl, Bellevue,
Wash., USA), Hy-Lite (EM Science, Darmstadt, Germany), Charm 4000 (Charm
Sciences, Malden, Mass., USA), Celsis system SURE (Cambridge, UK), Zylux
(Maryville, TN., USA), Profile 1 (New Horizon, Columbia, Md., USA). Todos
estos equipos permiten aplicar las acciones correctoras establecidas en el plan
de Análisis de Peligros y Puntos de Control Crítico (APPCC) antes de que se
contamine el producto (21, 22).
4.2.  Impedimetría
La impedancia es la resistencia al paso de una corriente alterna a través de
un material conductor, como puede ser un medio de cultivo. Cuando los micro-
organismos crecen, metabolizan sustratos no iónicos de baja conductividad (pro-
teínas, carbohidratos y grasas) convirtiéndolos en metabolitos iónicos de una
conductividad mayor (ácidos grasos, aminoácidos y ácidos orgánicos). Por tan-
to, la degradación metabólica de sustratos o nutrientes por los microorganismos
durante su crecimiento en un medio de cultivo produce cambios en la resisten-
cia eléctrica del mismo. Mediante su monitorización o registro automatizado es
posible estimar la actividad metabólica de células viables de una forma más rá-
pida que con las técnicas tradicionales (13, 23). La actividad metabólica de los
microorganismos se estima en términos de “tiempo de detección”, que es el tiem-
po transcurrido desde que comienza la medición hasta que se produce un cam-
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bio en el parámetro eléctrico seleccionado. Cuando el tiempo de detección se
calibra frente a una población de microorganismos determinada mediante mé-
todos convencionales, la electrometría permite estimar el recuento de microor-
ganismos presentes en un alimento. Como es de esperar, elevados recuentos se
relacionan con tiempos de detección cortos. Puesto que se conoce que para que
estos cambios tengan lugar debe alcanzarse una población crítica de aproxima-
damente 106 ufc/g, es posible estimar la población inicial de la muestra a partir
del tiempo necesario para la detección de dichos cambios. 
Desde la introducción de las técnicas electrométricas, se han desarrollado
numerosas aplicaciones prácticas (9), especialmente enfocadas hacia la disponi-
bilidad de equipos automatizados comerciales tales como el Bactometer (Bio-
Merieux, Hazelwood, Mo., USA), Malthus system (Crawley, UK) y Rabit (Ra-
pid Automated Bacterial Impedance Technique, Bioscience, Bethesda, Md.,
USA).
4.3.  Turbidimetría
La turbidimetría o nefelometría es una técnica utilizada para evaluar el cre-
cimiento de un cultivo microbiano. Se basa en la propiedad de las partículas de
pequeño tamaño de refractar la luz incidente. Dentro de ciertos límites, existe
una relación entre la cantidad de luz que atraviesa una suspensión celular y el
número de microorganismos presentes en ella. La mayoría de los colorímetros
y espectrofotómetros utilizados para medir la turbidez de un cultivo, efectúan
las lecturas en forma de absorbancia, calculándose el crecimiento microbiano
por el aumento de ésta con el tiempo. Sin embargo, cuando se alcanzan valores
elevados de absorbancia, la relación deja de ser lineal. Para realizar medidas de
soluciones densas es necesario emplear un nefelómetro, que mide directamente
la luz difractada. Si no se dispone de este instrumento, conviene realizar dilu-
ciones del cultivo para realizar las medidas de absorbancia dentro del margen
de linealidad del aparato. Otra de las limitaciones de la técnica la constituye la
sensibilidad, ya que no es capaz de detectar niveles de concentración inferiores
a 105 ufc/ml y únicamente es aplicable si se considera la población celular ho-
mogénea y uniformemente distribuida por el medio. Además, su aplicación en
el análisis de alimentos, se ha visto muy limitada por la gran cantidad de partí-
culas presentes en los alimentos y por su opacidad. La comercialización de un
turbidímetro (Bioscreen Analysis System; Labsystems, Helsinki, Finland) ha
permitido establecer una relación más exacta entre los datos turbidimétricos y
el crecimiento microbiano en las muestras de alimentos.
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El principio de la dispersión de la luz también es el fundamento del Auto-
microbic system (AMS, Vitek System, Inc.), que emplea medios selectivos y un
sistema óptico para la detección e identificación de enterobacterias en tan solo
12 horas. Las especies del género Bacillus se pueden identificar con este equi-
po en 24 horas. BioSys (BioSys, Inc., Ann Arbor, Mich., USA) es un equipo au-
tomatizado que registra los cambios de color que se producen en el medio como
consecuencia del crecimiento de los microorganismos.
4.4.  Otros equipos automatizados
Además de los sistemas ya mencionados, existen otros para la detección del
crecimiento microbiano que se basan en la detección colorimétrica del CO2 pro-
ducido por los microorganismos en un medio líquido utilizando algoritmos y
equipos complejos. Un ejemplo es el equipo BacT/Alert Microbial Detection
System comercializado por Organon Teknika, Durham, N.C., USA.
5.  AVANCES EN LA AUTOMATIZACIÓN DE LAS TÉCNICAS
INMUNOLÓGICAS
La utilización cada vez más generalizada de las técnicas inmunológicas
en el análisis de los alimentos para detectar la presencia de microorganismos,
toxinas u otros metabolitos microbianos, es consecuencia del éxito previo que
alcanzaron en el campo del diagnóstico clínico. Las técnicas inmunológicas
son procedimientos analíticos basados en la visualización objetiva de la inter-
acción entre un antígeno y su correspondiente anticuerpo, y debido a su sen-
sibilidad, especificidad, rapidez y bajo coste, son especialmente útiles en el
análisis microbiológico de los alimentos (24, 25). En el desarrollo de un en-
sayo inmunológico se identifican tres etapas fundamentales: 1) preparación del
antígeno; 2) obtención y evaluación del anticuerpo y 3) desarrollo de un in-
munoensayo apropiado.
En la detección inmunológica de microorganismos, como antígenos para la
inmunización de los animales se pueden utilizar células viables, células inacti-
vadas por el calor u otros procedimientos, células sonicadas, proteínas purifica-
das de la pared celular o del flagelo en microorganismos móviles, lipopolisacá-
ridos, ADN, etc., (26, 27). Una vez seleccionado el antígeno, la obtención de
anticuerpos requiere el empleo de animales de experimentación. Cuando un an-
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tígeno se inocula en un animal (conejo, oveja, cabra, etc.), éste responde con la
producción de una mezcla heterogénea de anticuerpos frente a distintos epíto-
pos del antígeno y por ello reciben la denominación de anticuerpos policlona-
les. La obtención de anticuerpos policlonales es sencilla, sin embargo su em-
pleo conlleva una serie de limitaciones entre las que se pueden citar: 1) la
obtención de inmunosueros en animales de experimentación es un proceso caro
(dependiendo de la especie elegida) y éstos se sacrifican al final de la fase de
inmunización, por lo que para obtener más inmunosuero habrá que inmunizar
nuevos lotes de animales; 2) cada animal presenta una respuesta inmunológica
diferente; 3) algunas técnicas de purificación de anticuerpos como la cromato-
grafía de afinidad, aunque eficaces, son tediosas de realizar y 4) los anticuerpos
policlonales específicos purificados constituyen una mezcla de inmunoglobuli-
nas que pueden variar en su afinidad por los distintos epítopos del antígeno (13).
Por ello, el éxito de las técnicas inmunológicas en el análisis microbiológi-
co de los alimentos se ha visto favorecido por el desarrollo de la tecnología de
obtención de anticuerpos monoclonales (28, 29) que permite disponer de clones
de células híbridas o hibridomas que producen, de forma continua e ilimitada,
anticuerpos específicos de actividad biológica conocida y especificidad constan-
te. Una de las principales limitaciones que se atribuyen a la utilización de anti-
cuerpos monoclonales deriva del esfuerzo requerido para aislar los hibridomas
de interés. Sin embargo, una vez que esto se logra, los hibridomas se pueden
mantener “in vitro” para obtener los anticuerpos monoclonales de forma ilimi-
tada (30, 31). En los últimos años, la mayor parte de los kits que se comercia-
lizan para la identificación específica de microorganismos y/o sus toxinas o me-
tabolitos han ido sustituyendo progresivamente los anticuerpos policlonales por
los monoclonales. Además, son numerosos los estudios que demuestran que la
reproducibilidad de los kits comerciales que utilizan anticuerpos monoclonales
es superior (27).
De todas las técnicas inmunológicas desarrolladas (aglutinación, inmunodi-
fusión, inmunoelectroforesis, radioinmunoensayo, inmunofluorescencia, etc.,) la
técnica inmunoenzimática de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
constituye en la actualidad la más ampliamente utilizada en el análisis micro-
biológico de los alimentos. Se caracteriza por el empleo de marcadores enzimá-
ticos para la detección y amplificación de las reacciones antígeno-anticuerpo.
En esta técnica, uno de los elementos de la reacción inmunológica (antígeno o
anticuerpo) se fija a un soporte sólido, generalmente placas de poliestireno, po-
livinilo, polipropileno o nylon, que permiten su adsorción pasiva y la elimina-
ción de los compuestos libres mediante lavado. En algunos formatos, se utili-
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zan membranas de nitrocelulosa como fase sólida, a las que se unen los antíge-
nos mediante enlaces hidrofóbicos. Una vez inmovilizados los antígenos o los
anticuerpos, la interacción antígeno-anticuerpo se detecta mediante la reacción
colorimétrica producida por la actividad de una enzima (conjugada al antígeno
o al anticuerpo) al degradar el sustrato correspondiente. La medida de la absor-
bancia en los pocillos de la placa de ELISA permite cuantificar la reacción in-
munológica. Las enzimas más utilizadas en las técnicas inmunoenzimáticas son
la peroxidasa de rábano, la β-galactosidasa, la glucosa oxidasa y la fosfatasa
 alcalina. 
Las técnicas inmunoenzimáticas se han desarrollado en diversos formatos
(ELISA indirecto, ELISA competitivo y ELISA sandwich) atendiendo al com-
ponente de la reacción que se fija en primer lugar, la fase sólida utilizada, y si
se emplean o no concentraciones limitantes de antígeno y anticuerpo (32-34).
En la identificación de microorganismos y/o sus toxinas o metabolitos, uno de
los formatos más utilizados es la técnica de ELISA sándwich. En esta técnica,
el anticuerpo se une a la fase sólida y, después de un periodo de incubación y
lavado, se adiciona la muestra que contiene el antígeno. Después de un nuevo
lavado que elimina los antígenos que no se han unido a la fase sólida, se aña-
de un segundo anticuerpo marcado con una enzima. La unión del segundo an-
ticuerpo al antígeno se cuantifica por la reacción colorimétrica resultante de la
degradación del sustrato por la enzima. Conviene señalar que la mayor parte de
estos ensayos requieren de la presencia en la muestra de 103-105 ufc/gr o ml, lo
que implica que previamente a la realización del análisis es necesario proceder
a un enriquecimiento de la muestra (16-24 h) que permita la multiplicación del
microorganismo diana hasta alcanzar el límite de detección (13, 35, 36).
En los últimos años, muchos laboratorios de diagnóstico han comenzado a
comercializar diferentes kits de ELISA para la detección en los alimentos de mi-
croorganismos patógenos y/o sus toxinas o metabolitos (9). BioControl (Belle-
vue, Wash., USA) comercializa el kit Assurance EIA para la detección de Sal-
monella, Listeria, E. coli O157:H7 y Campylobacter en alimentos y muestras
ambientales. Tecra OPUS (Internacional BioProducts, Redmond, Wash., USA),
Bio-Tek Instrument (Highland Park, Vt., USA), Diffichamb (Hisings Backa,
Suecia), Molecular Circuitry Inc. (King of Prussia, Pa., USA) son algunos ejem-
plos de empresas que comercializan sistemas de detección rápida de patógenos
basados en la técnica de ELISA. Entre los equipos que facilitan la automatiza-
ción completa del proceso, destaca el sistema VIDAS (BioMerieux, Hazelwo-
od, Mo, USA) que permite completar la reacción de ELISA entre 45 minutos y
2 horas dependiendo del microorganismo diana o toxina que se pretenda detec-
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tar (37). Puesto que la técnica incorpora un sistema de detección fluorescente
recibe el nombre de ELFA (Elisa Linked Fluorescent Assay). En la actualidad,
el equipo VIDAs permite detectar Listeria, Listeria monocytogenes, Salmone-
lla, E. coli O157:H7, Cronobacter sakazakii, Vibrio, enterotoxinas estafilocóci-
cas y Campylobacter.
Uno de los formatos de inmunoensayo que ha tenido mayor desarrollo en
los últimos años es el conocido como de flujo lateral. En este formato, la
muestra se deposita en un pocillo y, a continuación, ésta difunde por capila-
ridad a la zona donde se encuentran los anticuerpos marcados con partículas
coloreadas. En caso de correspondencia, los complejos anticuerpo-antígeno
difunden a otra zona donde está fijado un segundo anticuerpo de captura. Si
los anticuerpos son específicos del antígeno diana, el acúmulo de partículas
coloreadas retenidas en la zona de captura permite visualizar una línea colo-
reda. En la zona de validación del test, los anticuerpos que han quedado li-
bres son capturados por un antígeno fijado en el soporte. El proceso comple-
to se desarrolla en 10 minutos con un límite detección de 103-105 ufc/gr o ml,
si bien sigue siendo necesario un enriquecimiento previo de la muestra (8 ho-
ras). Reveal System (Neogen, Lansing, Mich., USA) y VIP system (BioCon-
trol, Bellevue, Wash., USA) son dos ejemplos de empresas que comerciali-
zan este formato para la detección de Escherichia coli O157:H7, Salmonella
y Listeria.
Una de las limitaciones de los inmunoensayos deriva de la necesidad de
proceder a un enriquecimiento previo de la muestra que facilite la multipli-
cación del microorganismo diana. Por ello, un avance importante en la im-
plementación de estas técnicas de análisis microbiológico ha consistido en la
introducción de un proceso de inmunocaptura previa. La separación inmuno-
magnética emplea partículas magnéticas recubiertas de anticuerpos específi-
cos, para concentrar el antígeno de interés como etapa previa a la realización
del ELISA. La separación inmunomagnética permite reducir el tiempo reque-
rido para el enriquecimiento de la muestra, así como obtener suspensiones
que contengan menor cantidad de partículas del alimento, lo que facilita su
procesado posterior mediante distintas técnicas (métodos convencionales,
ELISA/ELFA, hibridación con sondas genéticas, PCR, etc.). Una de las em-
presas pioneras en este campo ha sido Vicam (Somerville, Mass., USA) que
comenzó comercializando partículas metálicas que llevaban fijados anticuer-
pos específicos de Listeria. Dynal (Oslo, Noruega) ha desarrollado bolas mag-
néticas con anticuerpos específicos de E. coli O157:H7, Listeria, Cryptospo-
ridium, Giardia, etc.
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6.  AVANCES EN LA AUTOMATIZACIÓN DE LAS TÉCNICAS
GENÉTICAS
Los métodos microbiológicos previamente citados están basados en la de-
tección de determinadas características fenotípicas de los microorganismos. La
expresión fenotípica de las células está sujeta a condiciones de crecimiento que
se ven influidas por la temperatura, pH, presencia de nutrientes, potencial de
óxido-reducción, estrés químico y ambiental, actividad de agua, etc. En este sen-
tido, incluso los ensayos inmunológicos dependen de la expresión fenotípica de
las células para producir antígenos diana que puedan ser detectados por anti-
cuerpos específicos. Por ello, la mayor parte del diagnóstico microbiológico re-
cae en la detección de la expresión fenotípica de las células y está inherente-
mente sometido a variación. Por el contrario, los métodos genéticos se dirigen
a la detección de características celulares mucho más estables contenidas en los
ácidos nucleicos (38).
Una de las técnicas genéticas más sencillas para la identificación de un mi-
croorganismo diana en un alimento se basa en la hibridación de sus ácidos nu-
cleicos con sondas genéticas conocidas (oligonucleótidos sintéticos). El sistema
Genetrack (Framingham, Mass., USA) permite la detección de patógenos como
Salmonella, Listeria, Campylobacter y Escherichia coli 0157:H7 en alimentos.
Inicialmente, estos kits utilizaban sondas marcadas con compuestos radiactivos,
pero los problemas inherentes a la utilización de estos marcadores (autorizacio-
nes legales para utilizar compuestos radiactivos, instalaciones adecuadas, etc.)
dieron paso al empleo de sondas marcadas con enzimas y diseñadas para hibri-
dar en el ARN ribosómico de los microorganismos diana (una célula bacteria-
na puede contener de 1.000 a 10.000 copias de ARN ribosómico frente a una
única copia de ADN cromosómico). Estos ensayos han sido evaluados amplia-
mente en diferentes laboratorios y la AOAC Internacional los ha aprobado para
distintos tipos de alimentos. Más recientemente, Genetrack ha adaptado el sis-
tema a placas de pocillos para una mejor automatización del ensayo.
En los últimos años es cada vez más frecuente en los laboratorios de mi-
crobiología de los alimentos el empleo de la técnica de PCR (Reacción en Ca-
dena de la Polimerasa), para amplificar el ADN de los microorganismos diana
y disponer así de una cantidad suficiente que permita su detección (39, 40). Ide-
ada por el científico Kary Mullis a mediados de la década de 1980, esta técni-
ca ha cambiado el curso de las ciencias biomédicas más que cualquier otra téc-
nica desarrollada durante el siglo XX. El gran éxito científico reside en que
permite obtener in vitro un gran número de copias de fragmentos específicos de
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ADN, basándose en mecanismos similares a los empleados por la propia célu-
la en la replicación del ADN durante la división celular. La reacción en cadena
de la polimerasa consiste en la repetición cíclica de tres etapas:
1) Desnaturalización del ADN bicatenario presente en la muestra para se-
parar las dos cadenas, mediante la aplicación de temperaturas superio-
res a 90 ºC.
2) Unión específica de los cebadores (oligonucleótidos sintéticos) a las ca-
denas sencillas mediante complementariedad de bases. La temperatura a
la que se realiza esta unión (Ta, annealing temperature) es muy impor-
tante para controlar la especificidad de la reacción. La Ta depende de la
composición de bases y del tamaño de los cebadores. Se suelen emple-
ar dos cebadores que se unen cada uno a una cadena diferente, delimi-
tando la secuencia diana que se pretende amplificar. La selección de di-
chos cebadores constituye uno de los puntos más críticos del ensayo de
PCR.
3) Extensión de la cadena de ADN a copiar a partir de los cebadores, uti-
lizando los nucleótidos presentes en la solución. Dicha extensión la lle-
va a cabo la enzima ADN polimerasa, que inicia su actividad tras reco-
nocer la unión de los cebadores a las cadenas de ADN de la muestra.
La polimerasa empleada inicialmente procedía de Escherichia coli y se des-
naturalizaba cuando se sometía a temperaturas superiores a 90 ºC durante la pri-
mera etapa de cada ciclo. Por este motivo, resultaba necesario reponerla al ini-
cio de cada fase de extensión, impidiendo la automatización del proceso. En la
actualidad, sin embargo, se utilizan enzimas termoestables como la Taq polime-
rasa, procedente del microorganismo termófilo Thermus thermophilus, clonada
y purificada a partir de Escherichia coli. Después de cada ciclo de amplifica-
ción, se obtiene como resultado la duplicación de la secuencia de ADN diana
delimitada por la pareja de cebadores específicos. Dado que las nuevas copias
sirven como patrones en los siguientes ciclos, la cantidad de ADN generado au-
menta exponencialmente. De este modo al final de n ciclos, el número de co-
pias de ADN por cada molécula será de 2n. Un proceso de PCR típico de entre
20 a 40 ciclos permite amplificar un millón de veces, como mínimo, el núme-
ro de copias del fragmento de ADN diana que exista en la muestra original. Los
fragmentos amplificados se detectan fácilmente mediante electroforesis en ge-
les de agarosa y tinción con bromuro de etidio. El bromuro de etidio es una sus-
tancia fluorescente que se intercala entre los pares de bases adyacentes del ADN,
posibilitando la visualización cuando se ilumina con luz ultravioleta. Cuando los
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fragmentos esperados son de un tamaño muy pequeño, se pueden emplear ge-
les de poliacrilamida por su mayor poder de resolución. Conviene señalar que
hoy día existen alternativas a la utilización del bromuro de etidio cuya princi-
pal ventaja reside en la menor toxicidad de estos compuestos, como sucede con
la tinción con SYBR Safe DNA gel Stain (Invitrogen, UK).
La utilización de polimerasas termoestables, junto con el diseño de termo-
cicladores (aparatos que permiten llevar a cabo los ciclos de tiempo y tempera-
tura necesarios de un modo rápido), han permitido la completa automatización
de la técnica de PCR, facilitando así su empleo rutinario. Otro factor clave para
su expansión ha sido la creciente disponibilidad de cebadores específicos (41).
Esto ha sido posible gracias a los avances en las técnicas de secuenciación de
ácidos nucleicos, que han permitido conocer las secuencias de un número con-
siderable de genes, así como al desarrollo de equipos y reactivos que permiten
una síntesis rápida y económica de los mismos.
Actualmente, las técnicas de PCR que se desarrollan en varios pasos, des-
de la amplificación del material genético al análisis de los productos finales, es-
tán evolucionando hacia procedimientos más rápidos y automatizados en un solo
tubo. Estos avances en las técnicas de PCR se basan en la utilización de com-
puestos fluorescentes y presentan numerosas ventajas en el análisis rutinario de
los alimentos. Por ejemplo, el tiempo necesario para obtener resultados se re-
duce, al no requerir el análisis electroforético posterior de los productos de PCR.
Además, al realizarse todo el proceso en el mismo tubo, se minimizan las po-
sibilidades de contaminación con ADN exógeno y se facilita la automatización.
Por otra parte, el equipo proporciona en tiempo real un resultado no cualitati-
vo, sino numérico, que permite la cuantificación y el tratamiento estadístico de
los datos obtenidos (42). En los últimos años, se han descrito varios tipos de en-
sayos de PCR en tiempo real que se pueden dividir en dos grandes grupos: sis-
temas no específicos y específicos. Los sistemas no específicos detectan la pre-
sencia o ausencia de amplicones, pero no proporcionan información sobre la
identidad de los productos generados. En este tipo de ensayos se incluyen, por
ejemplo, los que utilizan “agentes intercaladores fluorescentes” de la doble ca-
dena de ADN. Su principal inconveniente deriva de la posibilidad de producir
falsos positivos si aparecen productos de PCR inespecíficos o dímeros de ceba-
dores. Este inconveniente se evita con los sistemas específicos, en los que se
emplean diversos tipos de sondas fluorescentes (Taqman, scorpions, molecular
beacons, etc.,) que hibridan específicamente en la secuencia de ADN diana (42).
En la técnica de PCR en tiempo real con sondas Taqman, éstas están mar-
cadas con fluorocromos en los dos extremos y son capaces de hibridar en re-
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giones internas y específicas de los productos de PCR. El fluorocromo situado
en el extremo 5´ se llama reporter y el del extremo 3´ recibe el nombre de quen-
cher. Cuando la sonda (que se incluye en la reacción de PCR conjuntamente
con los cebadores) está íntegra, la proximidad del reporter y del quencher pro-
voca un fenómeno denominado FRET (transferencia de energía de resonancia
de Förster o transferencia de energía de resonancia fluorescente) que se tradu-
ce en la anulación de la fluorescencia de la sonda. En el curso de la amplifica-
ción por PCR, la sonda se une a su secuencia diana cuando ésta se encuentra
presente en la reacción. Durante la extensión de la cadena, la actividad 5´exo-
nucleasa de la enzima Taq ADN polimerasa, que permite eliminar nucleótidos
específicamente desde el extremo 5´ de una cadena de ácido nucleico, provoca
la liberación del reporter del extremo 5´ de la sonda que al separarse del quen-
cher comienza a emitir fluorescencia. La acumulación de los productos de PCR
se detecta monitorizando el aumento de la fluorescencia por la liberación del re-
porter. El proceso de hibridación y corte no interfiere con la acumulación ex-
ponencial del producto. A medida que aumenta el número de copias del produc-
to, aumenta el de moléculas de sonda que hibridan en su secuencia diana y cada
reporter se separa de su respectiva sonda, por lo que la intensidad de la fluo-
rescencia es proporcional a la cantidad de amplicón generado. Como la sonda
sólo se corta si hibrida en la secuencia diana, la fluorescencia generada proce-
de exclusivamente de la amplificación específica de productos de PCR. La ven-
taja de las sondas Taqman sobre el sistema SYBR Green consiste en que la hi-
bridación específica entre la secuencia diana y la sonda es la que genera la señal
de fluorescencia. Con el empleo de las sondas fluorescentes, la amplificación
de productos no específicos por la unión de los cebadores a secuencias no dia-
na, o por la producción de dímeros de cebadores, no genera señal. Además, es-
tas sondas pueden marcarse con diferentes fluorocromos reporter en el extremo
5´, que se distinguen entre sí porque difieren en sus longitudes de onda de emi-
sión máxima. El empleo simultáneo de sondas marcadas con diferentes repor-
ters permite detectar la amplificación de dos o más secuencias diferentes en una
misma reacción de PCR, pero puede provocar algún error a la hora de determi-
nar la contribución de cada fluorocromo en la reacción.
Independientemente del sistema empleado, la unión en un solo instrumen-
to de la tecnología de amplificación de ADN mediante PCR, junto a la tecno-
logía de espectrofluorimetría láser, posibilita la detección y cuantificación efi-
ciente, rápida y reproducible de fragmentos específicos de los ácidos nucleicos.
El seguimiento de la emisión de fluorescencia al final de cada ciclo de ampli-
ficación permite identificar el ciclo umbral (Ct), que es aquel a partir del cual
la relación entre la fluorescencia emitida y el número de ciclos es exponencial.
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Mediante la elaboración de curvas estándar apropiadas se puede establecer una
relación lineal entre el Ct de una muestra y el número inicial de copias de ADN
diana en la misma. Las técnicas de PCR descritas han permitido la detección de
numerosos microorganismos patógenos y alterantes de los alimentos (43-52). A
continuación se citan algunos ejemplos de los principales kits para la detección
de patógenos por PCR.
El sistema BAX (Qualicon, Inc., Wilmington, Del., USA) es un equipo de
detección automatizada de patógenos por PCR. Los cebadores, polimerasa, de-
oxinucleótidos, control positivo de la reacción e intercalador fluorescente van
incorporados en una simple tableta. Se parte de una muestra sometida a enri-
quecimiento previo (14-18 h) y no se requiere la extracción previa del ADN. El
ensayo está disponible para Salmonella (53), Escherichia coli O157:H7 (54, 55),
Listeria y Listeria monocytogenes (56, 57). Actualmente, también se comerciali -
za para Criptosporidium parvum y Campylobacter jejuni. Otros ejemplos de sis-
temas automatizados de PCR en tiempo real son: iQ-Check, (Bio-Rad;, CA.,
USA), TaqMan Pathogen Detection Kits of Applied Biosystems (Foster City,
Calif., USA), Roche/Biotecon Diagnostics LightCycler, Roche; Warnex, AES
Chemunex).
Una de las limitaciones de las técnicas de PCR descritas radica en que la
amplificación del material genético se produce tanto en las células viables como
en las muertas. Es decir, podemos obtener un resultado positivo a partir de una
muestra de alimento en la que todos los microorganismos hayan sido destruidos
como consecuencia del proceso tecnológico aplicado. Para resolverlo, cada vez
se utiliza más la técnica de PCR que emplea como enzima una transcriptasa in-
versa. Esta técnica consiste en la detección de ARN mediante su transcripción
inversa a ADN complementario (ADNc) y su posterior amplificación mediante
PCR. Esta técnica resulta, por tanto, de la combinación de dos procesos bien di-
ferenciados que pueden realizarse en dos o en una única etapa en la que se in-
corporan simultáneamente todos los reactivos implicados. De hecho, esta técni-
ca resulta de gran utilidad en la detección de virus ARN. Asimismo, el ARN es
una molécula mucho más adecuada que el ADN como marcador de viabilidad,
debido a que se degrada con mayor rapidez después de la muerte celular, por lo
que esta técnica se ha propuesto para la detección e identificación de microor-
ganismos viables, entre los que destacan bacterias patógenas e indicadores de
contaminación (49).
Además de las técnicas genéticas propuestas para la detección, identifica-
ción y enumeración de los microorganismos presentes en los alimentos, es im-
portante disponer de estrategias para la tipificación y caracterización molecular
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de cepas aisladas de diferentes orígenes con el fin de contribuir a un mejor co-
nocimiento sobre la distribución ecológica y las rutas de transmisión de un de-
terminado agente patógeno (59-62). Para ello, partiendo de una colonia de cul-
tivo puro, pueden emplearse procedimientos automatizados basados en la
hibridación de sondas específicas con fragmentos de restricción del ADN (Ri-
boprinter, DuPont Qualicon) o técnicas como la electroforesis en gel de campos
pulsantes (PFGE), la amplificación de secuencias consenso repetitivas intragé-
nicas de enterobacterias (ERIC-PCR), el estudio de polimorfismos en la longi-
tud de fragmentos amplificados (PCR-RFLP), y el MultiLocus Sequence Typing
(MLST) para establecer la variabilidad genética y asociación epidemiológica en-
tre cepas de un determinado microorganismo de distintas procedencias (explo-
taciones ganaderas, mataderos, establecimientos comerciales, etc.).
7.  OTROS SISTEMAS
7.1.  Biosensores
Un biosensor es un dispositivo compacto de análisis integrado por un ele-
mento de reconocimiento biológico (enzima, orgánulo, tejido, célula, receptor
biológico, anticuerpo o ácido nucleico) o biomimético (polímeros de impresión
molecular), asociado a un sistema de transducción de señal, que permite emple-
ando el software con los algoritmos apropiados, procesar la señal (eléctrica, óp-
tica, piezoeléctrica, térmica o nanomecánica) producida por la interacción entre
el elemento de reconocimiento y la sustancia u organismo que se pretende de-
tectar (analito). Los biosensores se caracterizan por su alta especificidad, sensi-
bilidad, fiabilidad y capacidad de análisis múltiples. Asimismo, se pueden in-
cluir en sistemas integrados de fácil automatización con capacidad para trabajar
en tiempo real. Estos dispositivos pueden utilizarse en la detección de biotoxi-
nas (toxinas bacterianas, micotoxinas y toxinas marinas) y microorganismos al-
terantes y patógenos (bacterias, mohos, levaduras, virus y parásitos) presentes
en los alimentos. Aunque las principales aplicaciones de los biosensores van di-
rigidas a la investigación genómica y la medicina, ya se dispone de dispositi-
vos específicos (basados en la hibridación de ácidos nucléicos y en interaccio-
nes antígeno-anticuerpo) para la detección de Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium botuli-
num y otros microorganismos cuya presencia en los alimentos y/o la de sus to-
xinas (enterotoxinas estafilocócicas, toxina botulínica, etc.) puede suponer un
peligro para la salud de los consumidores (63-67).
ROSARIO MARTÍN DE SANTOS
90
7.2.  Microarrays
Los microarrays de ADN son dispositivos innovadores recientemente apli-
cados a la detección e identificación microbianas. Se trata de pequeños dispo-
sitivos que contienen de forma ordenada una colección de moléculas biológi-
cas (ácidos nucléicos, proteínas, anticuerpos o tejidos), ordenadas en dos
dimensiones e inmovilizadas sobre un soporte sólido. El origen de los micro-
arrays de ADN, también llamados chips de ADN, hay que buscarlo en la au-
tomatización y miniaturización de un grupo de técnicas clásicas de hibrida-
ción de ADN desarrolladas hace unas décadas: técnicas de Southern y Northern
blotting.
Un microarray de ADN es una red muy precisa de alta densidad com-
puesta de moléculas de ácidos nucleicos de una sola cadena, denominadas
“sondas”, unidas covalentemente a la superficie de un pequeño soporte sóli-
do. La utilidad del ADN en este formato deriva de la propiedad que tienen
las sondas para hibridar, con una elevada especificidad, a una secuencia
 complementaria. Por ello, los microarrays de ADN pueden emplearse para
“interrogar” mezclas complejas de miles de ácidos nucleicos, permitiendo lo-
calizar una secuencia diana en una muestra problema (62). Desde su descu-
brimiento a finales de la década de los 80, los microarrays de ADN han ido
progresivamente introduciéndose en las principales áreas de investigación
biomédica y biotecnológica como la fisiología, epidemiología, ecología, pa-
togénesis y filogenia microbiana. Sin embargo, no ha sido hasta esta última
década cuando ha comenzado a despuntar el empleo de esta tecnología en el
ámbito del control de calidad y seguridad microbiológica de los alimentos
(68). Aunque su principal aplicación ha sido el análisis de expresión génica,
el número de trabajos publicados que describen el desarrollo de chips de ADN
para la detección, identificación y caracterización genética de los principales
microorganismos patógenos alimentarios va progresivamente en aumento. La
utilización pionera de los microarrays de ADN en este campo se llevó a cabo
en los laboratorios de la FDA (Food and Drug Administration) para la iden-
tificación de bacterias patógenas entéricas (69) y su uso ha ido extendiéndo-
se en los últimos años para el análisis microbiológico de muestras clínicas y
de alimentos (68, 70-73).
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